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Mécanismes d'atténuation de l'expression du gène haptoglobine par le TGFJ3 dans 
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RÉSUMÉ 
Le TGFJ3 est une cytokine multi-fonctionnelle responsable de l'arrêt de prolifération des 
cellules et de la restitution de l'épithélium intestinal lors de l'inflammation. Nous avons 
déjà démontré que les gènes de réponse inflammatoire et les C/EBPs sont induits dans 
l'intestin de rat. De plus, l'expression des gènes de réponse inflammatoire (APPs) et des 
C/EBPs est modulée par des cytokines et les glucocorticoïdes dans la lignée cellulaire 
intestinale de rat ŒC-6. Le TGFJ3 atténue l'expression des gènes APPs a-acide 
glycoprotéine et haptoglobine induits lors d'une réponse inflammatoire dans les cellules 
ŒC- 6. L'objectif de notre: recherche était de déterminer les mécanismes impliqués dans 
la régulation négative de l'haptoglobine par le TGFJ3. Nous avons observé par Northem 
que le TGFJ3 réduit l'expression induite par les glucocorticoïdes, des ARNm de 





montrent que la liaison des protéines C/EBP~ et C/EBPô aux sites HaptoA et HaptoC du 
promoteur de l'haptoglobine est aussi diminuée. Les sites HaptoA et HaptoC sont 
nécessaires à la fois pour la stimulation par les glucocorticoïdes, et l'inhibition par le 
TGF~ du promoteur de l'haptoglobine, tel que déterminé par transfections transitoires de 
mutants site-spécifiques. Nos résultats montrent que le TGF(3 active les MAP kinases. 
Dans des transfections transitoires, un inhibiteur spécifique de la voie des MAP kinases, 
le PD 98059, inhibe la réponse au TGF~ alors que la co-transfection d'un dominant-
négatif de ras augmente l'expression à partir du promoteur haptoglobine. Nous avons 
aussi démontré par co-transfection transitoire que Smad3, un facteur de transcription 
induit directement par le TGF(3, diminue l'expression du gène haptoglobine, alors que 
Smad2 n'a pas d'effet. De plus, le TGFB induit la capacité de liaison des protéines Smadl 
et Smad3 (pas Smad2) liée à une séquence d' ADN spécifique, tel que déterminé par gel 
de rétention. Ces résultats démontrent que les isoformes C/EBPs (surtout B et ô ) sont 
impliqués à la fois dans l'induction par les glucocortocoïdes et dans l'atténuation par le 
TGFB de l'expression de l'haptoglobine. Le TGFB pourrait atténuer l'expression de ce 
gène indirectement en réprimant les isoformes C/EBPs ou directement, par l'intermédiaire 
de Smad3. De plus, les MAP kinases p42/p44 pourraient être impliquées dans une voie de 
signalisation initiée par le TGFB et menant à l'atténuation de l'haptoglobine. 
Mots Clés: TGFB, Dexaméthasone, Expression génétique, Réponse inflammatoire, 





1. RÉPONSE INFLAMMATOIRE ET IMPLICATION DE LA FAMILLE DES 
FACTEURS DE TRANSCRIPTION C/EBPs 
La réponse inflammatoire est une réponse de l'organisme suite à une blessure, une 
infection bactérienne ou virale, une nécrose tissulaire, etc.. La phase de la réponse 
inflammatoire aiguë (APR) comporte notamment la libération de cytokines pro-
inflammatoires telles que le facteur nécrosant des tumeurs (TNFa), les interleukines IL-
la, IL - lB et IL-6 (Molmenti et al., 1993; Baumann et Gauldie, 1994; Salier et al., 
1997; Stenson, 1999). Ces cytokines sont libérées par les macrophages, les cellules 
endothéliales vasculaires, les fibroblastes et les cellules épithéliales. Le foie est un des 
organes impliqués dans la réponse inflammatoire aiguë systémique. Sous l'action des 
cytokines pro-inflammatoires, la biosynthèse de nombreuses protéines hépatiques 
(protéines de la phase aiguë ou APPs) est modifiée, avec des changements importants de 
leur concentration plasmatique durant l'inflammation (Baumann et Gauldie, 1994; 
Alevizopoulos et Merrnod, 1997). Les APPs se distinguent en 2 types: les APPs de type 1 
sont celles dont la biosyr.thèse est contrôlée par IL- l et TNFa, agissant seuls ou en 
association avec IL-6. L'induction des APPs de type Il dépend de l'action de l'IL-6, 
agissant seule ou en combinaison avec les glucocorticoïdes (Koj et al., 1993; Campos et 
al., 1993; Mackiewicz, 1997). Ces protéines, dont l'haptoglobine et l'a-acide 





rôle dans l'évacuation de l'hémoglobine, inhiberait la production de radicaux libres et 
stimulerait l'angiogénèse (Mackiewicz, 1997). 
L'action des cytokines sur les cellules entraîne des changements dans la signalisation 
intracellulaire, résultant en l'activation de kinases, comme les MAP kinases (voir à la 
section 3) et de facteurs de transcription contrôlant la synthèse des cytokines pro-
inflammatoires et des gènes APPs (Mackiewicz, 1997). L'activation de ces kinases 
entraîne la phosphorylation de certaines classes de facteurs de transcription comme NF-
KB, AP-1, et C/EBP qui sont impliqués dans l'expression des gènes cibles (Lee et Young, 
1996; Koj, 1996). De ces différents facteurs de transcription, les C/EBPs 
(CCAAT/enhancer binding proteins) sont impliqués dans la régulation positive de 
l'expression des gènes APPs et dans l'initiation de la réponse inflammatoire du foie (Poli, 
1998). Les C/EBPs sont considérés comme des médiateurs directs de la réponse 
inflammatoire dans les hépatocytes (Burgess-Beusse et al., 1998). En effet, ces facteurs 
de transcription sont modulés par les cytokines pro-inflammatoires aux niveaux 
transcriptionnel, post-transcriptionnel, ou traductionnel (Salier et al., 1997). Les C/EBPs 
sont exprimés de façon restreinte dans le foie, le tissu adipeux et l'intestin (Birkenmeier 
et al., 1989; Blais et al., 1995). La famille des C/EBPs comporte plusieurs isoformes dont 
C/EBPa, 6, ô, y, E:, et gaddl53 (CHOPIO). En plus d'un domaine de transactivation 
permettant des interactions protéine-protéine, les C/EBPs sont composés d'une région 
riche en acides aminés basiques se liant à l' ADN, et d'un domaine de dimérisation, la 
fermeture de glissière à leucines (Johnson, 1993). Ces protéines sont capables de former 





C/EBPa est le premier isoforme identifié dans le foie (Landschulz et al., 1988). Le gène 
C/EBPa est induit durant la différenciation terminale des hépatocytes et des adipocytes 
(Birkenmeier et al., 1989; Yeh et al., 1995), et est responsable de l'activation de plusieurs 
gènes exprimés lors de l'état différencié hépatocytaire et adipocytaire (Friedman et al., 
1989; Lin et Lane, 1992). Plusieurs évidences montrent un rôle important de C/EBPa 
dans l'adipogénèse. Une expression d' ARN anti-sens contre C/EBPa inhibe la 
différenciation terminale des adipocytes en culture (Samuelsson et al., 1991; Lin et Lane, 
1992). De plus, l'expression ectopique de C/EBPa induit la différenciation adipocytaire 
en culture (Umek et al., 1991; Lin et Lane, 1994). L'inactivation du gène C/EBPa chez la 
souris résulte en une inhibition de l'accumulation des lipides dans le tissu adipeux, ce qui 
suggère un rôle important de C/EBPa dans le métabolisme et le maintien d'énergie 
(Wang et al., 1995). 
Les C/EBPs jouent aussi un rôle important dans la réponse inflammatoire. Les isoformes 
C/EBPB et C/EBPô contrôlent la réaction aiguë dans les hépatocytes en se liant à des sites 
de réponse dans les promoteurs des gènes cibles dont l'haptoglobine et l'a-acide 
glycoprotéine (Baumann et al., 1992; Baumann et Gauldie, 1994). C/EBPB induit 
l'expression de l'haptoglobine dans les cellules d'hépatomes (Natsuka et al., 1991). De 
plus, C/EBPB peut contrôler l'expression de certains gènes codant pour des cytokines 
telles que IL-6 (Matsusaka et al., 1993). C/EBPB et C/EBPô sont induits dans le foie en 
réponse aux lipopolysaccharides (LPS), IL-1, IL-6, IFNy, dexaméthasone, AMPc, etc. 
(Takiguchi, 1998). Par exemple, un site de liaison de CREB (cyclic AMP response 





via la protéine kinase A (PKA) dans les hépatocytes et les cellules neuronales (Parker al., 
1993; Cardinaux et Magistretti, 1996). De plus, les C/EBPs peuvent être modifiés post-
traductionnellement par phosphorylation. En effet, une déphosphorylation de C/EBPa 
stimulée par l'insuline entraîne une réduction de l'activité transcriptionnelle de C/EBPa 
et des gènes cibles dans les adipocytes en culture par un processus dépendant de l'activité 
des MAP kinases (protéines kinases activées en réponse aux mitogènes) (Hemati et al., 
1997). C/EBPB peut être phosphorylé par des kinases telles que PKA, CaMK (protéine 
kinase calmoduline-dépendante), et MAP kinases p42/p44 entraînant une accumulation 
nucléaire, une transactivation ou une transrépression selon les types cellulaires 
(Trautwein et al., 1994; Takiguchi, 1998). Des interactions entre les C/EBPs et d'autres 
facteurs de transcription tels que NF-KB (Vietor et al., 1996) ou le récepteur des 
glucocorticoïdes (GR) (Nishio et al., 1993) peuvent entraîner des effets additionnels ou 
synergiques sur l'expression des gènes APPs. L'inactivation du gène C/EBPB entraîne 
des modifications de l'expression des gènes APPs dans le foie (Screpanti et al., 1995). 
Ces résultats démontrent un rôle important des C/EBPs dans le contrôle de la croissance, 
de la différenciation cellulaire et de l'induction de la réponse inflammatoire dans 
plusieurs types cellulaires. 
2. RÉPONSE INFLAMMATOIRE INTESTINALE 
La formation de l'intestin grêle dépend d'interactions entre l'endoderme et le mésoderme 
durant la période pré-natale. L'épithélium intestinal de rat est un système dynamique qui 





migration cellulaire à partir de populations de cellules localisées à la base de la crypte 
(Potten et Loeffler, 1990). L'épithélium est composé d'une simple couche cellulaire 
constituée de deux unités différentes, soient la crypte de Lieberkühn et la villosité. La 
crypte correspond à l'unité proliférative de l'épithélium, et est responsable du 
renouvellement de l'épithélium intestinal (Karam, 1999). Ces cellules souches 
pluripotentes migrent le long de l'axe crypte-villosité et se différencient en quatre types 
de cellules, soient les cellules absorbantes, les cellules à mucus, les cellules endocrines et 
les cellules de Paneth (Gordon et Hermiston, 1994; Babyatsky et Podolsky, 1999). Les 
cellules de Paneth migrent vers la base de la crypte alors que les trois autres types 
cellulaires effectuent leur migration le long de la villosité. Les cellules différenciées 
jouent des rôles importants dans la digestion, l'absorption des nutriments et la protection 
de la muqueuse épithéliale contre les agents toxiques. Le renouvellement de l'épithélium 
intestinal qui se fait tous les 2 à 3 jours chez les rongeurs et tous les 5 à 6 jours chez 
l'homme (Hermiston et al., 1994), est un processus complexe contrôlé par de nombreux 
facteurs y compris les hormones, les facteurs de croissance, les cytokines, et à la fois les 
interactions cellule-cellule et cellule-matrice. Plusieurs cytokines, y compris le TGFB, 
contrôlent la prolifération, la différenciation et la sénescence cellulaire au cours du 
développement intestinal (Hermiston et al., 1994; Babyatsky et Podolsky, 1999). 
Il a été démontré que outre le foie, d'autres organes comme l'intestin réagissaient à une 
réponse inflammatoire par production d' APPs (Fiocchi et Podolsky, 1995). Dans 
l'intestin, l'inflammation est un processus complexe dépendant d'interactions entre 





croissance et de molécules adhésives agissant comme médiateurs fonctionnels (Fiocchi, 
1997). Les cellules épithéliales de la muqueuse de l'intestin constituent un composant 
intégral du système de la réponse inflammatoire intestinale. Ces cellules participent à la 
réponse inflammatoire en étant des cibles et des producteurs de cytokines (Stadnyk et 
Waterhouse, 1997). Au même titre que l'initiation de l'inflammation, la résolution de la 
réponse inflammatoire est aussi importante pour la contrôler (Koj, 1998). En effet, la 
prolongation des processus inflammatoires est la cause de nombreuses maladies 
inflammatoires humaines associées à l'intestin, comme la colite ulcéreuse et la maladie 
de Crohn (Sartor, 1994; Fiocchi, 1997, 1998). Chez l'homme, ces maladies chroniques 
sont des désordres multifactoriels impliquant des interactions entre le système 
immunitaire, la susceptibilité génétique et l'environnement, notamment la flore 
bactérienne endogène de l'intestin (Fiocchi, 1997) . 
Les mécanismes de contrôle de la réponse inflammatoire dans l'intestin sont encore peu 
connus. Durant les dernières années, nous avons démontré que les isoformes C/EBPa, 
CEBPB, et C/EBPô étaient exprimés et contrôlés au niveau de l' ARNm et de la protéine 
dans les cellules épithéliales intestinales in vivo et in vitro (Blais et al., 1995; Boudreau et 
al., 1996, 1997, 1998). Nous avons aussi démontré que les isoformes C/EBPB et C/EBPô 
étaient impliquées dans la régulation des gènes de la réponse inflammatoire par I' AMPc 
(pour l'haptoglobine) (Pelletier et al., 1998) et par les glucocortocoïdes (pour l'a-acide 
glycoprotéine) (Boudreau et al., 1998). Nos résultats ont aussi démontré que le TGFB 
pourrait jouer un rôle important dans la régulation négative de l'expression des gènes 





3. MÉCANISME D'ACTION ET RÔLES DU TGFB 
Une cytokine qui pourrait jouer un rôle important dans le contrôle de la réponse 
inflammatoire est le TGFB (transforming growth factor beta). Le TGF6 est un 
polypeptide multifonctionnel impliqué dans la régulation de la différenciation, de la 
prolifération, de la migration et de l'adhésion cellulaire (Massagué, 1998). Le TGF6 
stimule la sécrétion des protéines de la matrice extracellulaire, y compris le collagène et 
la fibronectine, et module la synthèse des protéines de phase aiguë (Grande, 1997). La 
famille du TGFB, qui fait partie d'une superfamille comportant les activines et les BMP 
(bone morphogenetic proteins), compte au moins cinq gènes encodant des protéines 
distinctes (TGFBI-5) chez les vertébrés (Polyak, 1996; Alevizopoulos et Mermod, 1997; 
Hu et al., 1998). Tous les isoformes du TGFB sont des dimères de 25 kD liés par un pont 
disulfure (Hu et al., 1998). Il existe trois types de récepteurs transmembranaires pour le 
TGFB, les types 1, Il, et m (Massagué, 1998; Hu et al., 1998). Les récepteurs de type 1 et 
de type II sont des sérine/thréonine kinases impliquées directement dans la signalisation 
intracellulaire du TGFB. Lors de la combinaison avec le ligand extracellulaire, le 
récepteur de type II s'associe à celui de type 1 pour former un complexe hétérodimérique. 
Le récepteur de type 1 est ensuite phosphorylé dans son domaine glycine-sérine (GS) par 
celui de type Il. L'activation du récepteur du TGFB entraîne des modifications positives 
ou négatives de l'expression de plusieurs gènes cibles. Cette régulation dépend d'une 
voie directe, la voie des Smads, ou d'une voie indirecte par l'induction de cascades de 





médiateurs des signaux du TGFB et du BMP (bone morphogenetic protein) entre autres 
chez Xenopus, la souris et l'homme. A ce jour, neuf gènes Smads ont été clonés chez les 
vertébrés, et chacun est impliqué dans des voies de signalisation différente. Par exemple, 
Smad2 et Smad3 sont activés par les voies du TGFB et de l'activine, tandis que Smadl, 
Smad5 et Smad8 sont activés principalement par la voie du BMP. Smad4 est un 
partenaire de dimérisation obligatoire des autres Smads, ce qui entraîne la translocation 
du complexe au noyau. Par contre, Smad6 et Smad7 sont des antagonistes impliqués dans 
la régulation négative de l'action des récepteurs, en formant des complexes inactifs 
(Heldin et al., 1997; Hu et al., 1998; Whitman, 1998). Les facteurs de transcription 
Smads contiennent des domaines N- et C-terminaux, soient les domaines MHl et MH2, 
et un domaine intermédiaire (linker) entre eux. Les deux domaines MHl et MH2 peuvent 
interagir entre eux en inhibant mutuellement leurs fonctions. Suite à une phosphorylation 
du domaine MH2, ces interactions sont modifiées, ce qui entraîne une activation des 
facteurs. Le domaine MHl est capable de lier l'ADN, tandis que le domaine MH2 est un 
domaine de transactivation. De plus, le domaine MH2 est aussi impliqué dans des 
interactions spécifiques avec les récepteurs activés du TGFB. Dans le noyau, il peut 
contrôler la transcription des gènes en se liant à d'autres co-facteurs ou co-activateurs 
comme FAST!, P300/CBP, etc .. D'abord, les Smads sont des facteurs de transcription 
cytoplasmiques qui se lient au récepteur activé par le TGFB, entraînant la 
phosphorylation des Smads et la production de complexes entre différents Smads (1, 2, 3, 
etc.) et Smad4. Ces complexes transloquent dans le noyau et lient des séquences 
spécifiques dans les promoteurs des gènes cibles (Macias-Silva et al., 1996; Derynck et 





initier des cascades de phosphorylation impliquant le Ca++, la protéine kinase C, les 
protéines G (ras), TAKl (TGFB-activated kinase-1), MAP kinases p42/p44, p38 et JNK. 
Ces différentes voies peuvent affecter la phosphorylation de différents facteurs de 
transcription (comme Sp 1 et CREB) et contrôler leurs actions {Hartsough et Mulder, 
1997; Alevizopoulos et Mermod, 1997; Derynck et Feng, 1997). Il est à noter que 
l'activation de ces différentes voies de signalisation par le TGFB dépend du type 
cellulaire étudié (Figure 1). 
Le TGFB est exprimé dans l'intestin: il est produit par des cellules épithéliales, par des 
monocytes de la lamina propria et distribué principalement dans les cellules cryptales 
(Perdue et McKay, 1994; Dignass et al., 1996; Babyatsky et al., 1996; Stenson, 1999), 
mais il semble encore à ce jour contradictoire que d'autres études ont rapporté que 
l'expression du TGFB dans les cellules intestinales suivant un gradient le long de l'axe 
crypte-villosité avec un maximum de production au sommet de la villosité (Murphy, 
1998). Le TGFB est un inhibiteur de la croissance cellulaire de plusieurs types cellulaires 
d'origines épithéliale, endothéliale, neuronale, hématopoïétique et lymphocytaire 
(Grande, 1997). Le TGFB inhibe la prolifération des cellules intestinales en réprimant la 
synthèse de la cycline Dl et l'activité des kinases dépendantes des cyclines (cdks), ou en 
causant une augmentation des niveaux des inhibiteurs de cdks (cdk2, 4, 6) comme 
pl51"k4 , p21Cipl et p27Kipl (CKis) (Hartsough et Mulder, 1997; Ko et al., 1998). De plus, 
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le TGFB est le médiateur le plus important du processus de restitution cellulaire, 
entraînant une migration cellulaire rapide afin de colmater rapidement en absence 
de prolifération cellulaire, les espaces créés suite à la destruction des cellules épithéliales 
par l'inflammation (Sartor, 1994; Stadnyk et Waterhouse, 1997; Podolsky, 1999). Le 
TGFB aurait une action autocrine et paracrine dans ce processus. Durant la restitution, les 
cascades de MAP kinases p42/p44, JNK et p38 peuvent être activées rapidement suite à 
la blessure à la monocouche des cellules épithéliales intestinales (Dieckgraefe et al., 
1997): le TGFB pourrait être impliqué directement ou indirectement dans l'activation de 
ces kinases. Il a été suggéré que le TGFB joue un rôle important à la fois dans l'initiation 
et la résolution de l'inflammation intestinale avec des activités pro-inflammatoires à court 
terme et anti-inflammatoires à long terme (Clark et Coker, 1998; Stenson, 1999). 
D'abord, des souris dans lesquelles le gène TGFB a été inactivé montrent une 
inflammation systémique dans plusieurs organes dont l'intestin (Kulkarni et al., 1993; 
Kulkarni et Karlsson, 1993; Clark et Coker, 1998). De plus, l'ex.pression du TGFB est 
augmentée dans la muqueuse de patients atteints de maladies inflammatoires de l'intestin 
telles que la colite ulcéreuse et la maladie de Crohn (Fiocchi, 1998). Le TGFB peut 
moduler l'ex.pression des gènes APPs et la réaction inflammatoire dans les hépatocytes et 
dans les cellules épithéliales intestinales (Baumann et Gauldie, 1994; Mackiewicz, 1997; 
Boudreau et al., 1998). Ces observations suggèrent un rôle important du TGFB dans les 
processus d'inflammation intestinale. Par contre, les mécanismes moléculaires impliqués 






4. DESCRIPTION DU PROJET DE RECHERCHE 
Dans notre laboratoire, nous avons démontré que les gènes de la réponse inflammatoire et 
les facteurs de transcription C/EBPs sont induits in vivo et in vitro dans l'intestin de rat, 
et que leur expression est modulée par les glucocorticoïdes et les cytokines, incluant le 
TGFB. Bien que le TGFB soit capable de moduler l'expression des gènes induits lors de la 
réponse inflammatoire (APPs) et la réaction de phase aiguë dans les hépatocytes 
(Mackiewicz, 1997) et dans les cellules intestinales épithéliales (Boudreau et al., 1998), 
les mécanismes impliqués dans la régulation de ces gènes par le TGFB sont encore très 
peu connus. L'objectif principal du présent travail avait pour but de déterminer les 
mécanismes impliqués dans le contrôle de la réponse inflammatoire des cellules 
intestinales épithéliales par le TGFB. Dans ce travail, l'approche utilisée dans notre 
laboratoire était d'évaluer l'importance de ces isoformes C/EBPs dans l'induction par les 
glucocorticoïdes et l'atténuation de l'expression des gènes APPs par le TGFB, et de 
déterminer le rôle des voies de signalisations empruntant les MAP kinases dans 
l'atténuation de l'expression de ces gènes. De plus, Nous avons voulu vérifier 
l'hypothèse que les Smads pouvaient contribuer au processus d'atténuation de 
l'expression des gènes APPs par le TGFB. Nous avons étudié l'expression d'un gène APP 
(haptoglobine) et des isoformes C/EBPB et C/EBPô en réponse à la dexaméthasone et au 
TGFB dans les cellules épithéliales intestinales. La régulation par la dexaméthasone et le 
TGFB a été mesurée dans un modèle de cellules intestinales épithéliales en culture, soit la 
lignée IEC-6 dérivant de la crypte de l'intestin de rat avant le sevrage et ne se 





pourrait atténuer les processus inflammatoires intestinaux en partie par une régulation 
négative des facteurs de transcription C/EBPs, et que les cascades de signalisation 
empruntant les voies des MAP kinases seraient nécessaires à la modulation des effets 
anti-inflammatoires du TGFB. D'autre part, une voie directe d'induction des Smads par le 
TGFB pourrait être impliquée dans l'atténuation de l'expression des gènes induits lors de 





II. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. CUL TURE CELLULAIRE 
La lignée cellulaire intestinale de crypte de rat IEC-6 provient de A. Quaroni (Comell 
University, Ithaca, NY). Les cellules sont cultivées dans un milieu d'Eagle modifié de 
Dulbecco (DMEM) (Gibco-BRL, Burlington, ON), en présence de 5% de sérum bovin 
foetal (FBS) (ICN, OH), 2 mM de L-glutamine, 100 U/ml de pénicilline et 100 µg/ml de 
streptomycine à 37°C dans une atmosphère de 95% d'air et 5% C02. Un jour avant les 
traitements par le TGFB et la dexaméthasone, le milieu est remplacé par du DMEM 
contenant 5% FBS. Le TGFB (5 ng/ml) et la dexaméthasone (10"6 M) sont ajoutés aux 
cellules à une confluence de 80-90%. Les expériences sont effectuées avec des cellules 
IEC-6 entre le lOièmc et le 18ièmc passage en culture. Nous avons utilisé la dexaméthasone 
puisque nous avons démontré que celle-ci induisait les gènes de réponse inflammatoire 
dans les cellules intestinales épithéliales (Boudreau et al., 1997, 1998). De plus, nous 
voulions utiliser un agent n'affectant pas les cascades de signalisation empruntant les 
kinases, afin de déterminer les voies de signalisation empruntées par le TGFB. 
2. EXTRACTION DES ARNs TOTAUX ET ANALYSE PAR NORTHERN 





Les ARNs totaux sont préparés selon la méthode d'extraction au guanidinium 
isothiocyanate-phénol (Chomczynski et Sacchi, 1987). Les cellules sont lavées deux fois 
au PBS IX, centrifugées à 1500 rpm pendant 5 minutes et resuspendues dans 500 µl de 
solution dénaturante (4 M guanidinium isothiocyanate, 25 mM citrate de sodium pH 7.0, 
0.1 M 8-mercaptoéthanol et 0.5% N-laurylsarcosine), 0.05 ml d'acétate de sodium 2 M 
pH 4.0, 0.5 ml de phénol acide saturé dans 0.05 M d'acétate de sodium pH 4.0 et 0.2 ml 
de chloroforme : alcool isoamylique 24 : l. Le surnageant est récupéré après une 
centrifugation à 4°C à 13 000 rpm pendant 30 minutes et l' ARN total est précipité dans 1 
ml d'isopropanol à -20°C pendant 30 minutes. Après une centrifugation à 13 000 rpm à 
4°C, le culot d' ARN est lavé à l'éthanol 70%, resuspendu finalement dans de l'eau 
bidistillée stérile et conservé à -80°C jusqu'à l'utilisation pour l'analyse par Northem . 
2.2 NORTHERN BLOT 
La méthode utilisée est celle décrite par Fourney et al. (1988). Les ARNs totaux (20 µg 
par échantillon) sont chauffés à 65°C pendant 15 minutes, et séparés par électrophorèse 
sur gel d'agarose 1 % contenant du tampon MOPS lX (10 mM acide sulfonique 3-(N-
morpholino propane sodium, 50 mM EDT A, 48 mM acétate de sodium) et 5% de 
formaldéhyde à 70 Volts pendant environ 5 heures. Les ARNs sont transférés par 
capillarité sur une membrane de Nylon (Nytran, Schleicher and Schuell, ON) placée sur 
une éponge de 10 cm d'épaisseur (Sambrook et al., 1989) dans une solution de 10 X SSC 
(1.5 M chlorure de sodium, 150 mM citrate tri-sodique) pendant 16 heures. Après le 





pendant 2 minutes avec un appareil de fixation d' ADN Fotodyne (BioCan Scientific, 
ON). 
2.3 PRÉPARATION DES SONDES RADIOACTIVES 
Les fragments d' ADN de C/EBP a, C/EBP 8 et C/EBP ô proviennent de vecteurs 
d'expression obtenus de Steve McKnight (Landschulz et al., 1988; Cao et al., 1991). Le 
fragment d' ADN de l'haptoglobine a été isolé par RT-PCR à partir d' ARNm du foie de 
rat. Le fragment d' ADN de l'a-tubuline murine provient de René St-Arnaud (Hôpital 
Shriner's, Montréal) et celui du GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 
de rat) provient de Piechaczyk et al. (l 987). Après la digestion enzymatique, les 
fragments d' ADN sont isolés sur gel et purifiés avec la trousse d'isolement de fragment 
d' ADN Wizard Preps (Promega, WI). Les enzymes de restriction (Pharmacia Biotech. 
Inc., Québec) sont utilisées selon les recommandations du manufacturier. Les fragments 
d' ADN sont marqués avec le système d'extension d'amorces Multiprime (Amersham 
Life Science, CA) en présence de phosphore 32 (a- 32P-dCTP). 
INSERT LONGE UR SITE DE RESTRICTION RÉFÉRENCES 
C/EBPa 1.8 kb Hindill,Bamm Friedman et al., 1989 
C/EBP 8 1.5 kb EcoRI, Xhol Cao et al., 1991 
C/EBPô 1.0 kb EcoRI, Bamffi Cao et al., 1991 
Haptoglobine 545 pb Hindill, Bamffi Marinkovic et Baumann, 1990 
a- tubuline 1.6 kb Pstl Lemischka et al., 198 l 





2.4 PRÉHYBRIDATION ET HYBRIDATION 
La membrane de Nylon est incubée à 65°C durant 4 heures avec agitation dans une 
solution de préhybridation (0.12 M Tris-HCI pH 7.4. 0.6 M NaCI, 8 mM EDTA, 0.1% 
pyrophosphate de sodium, 0.l % SOS, 0.06% d'héparine) dans un sac scellé. La 
membrane est incubée dans la solution d'hybridation (solution de préhybridation 
contenant 10% de dextran sulfate et 0.625 mg/ml d'héparine) avec la sonde marquée 
radioactive dans un volume de 6 ml pendant toute la nuit (environ 16- 20 heures). La 
membrane est ensuite lavée dans une solution de 0.1 X SSC et 0.1 % SDS à 65°C pendant 
30 minutes avec agitation, et exposée dans une cassette à autoradiographie (FBXC, Fisher 
Scientific, PA) avec un écran contre un film BioMax (Kodak, NY) à -80°C. L'intensité 
du signal est quantifiée par densitométrie à l'aide d'un appareil Ultroscan (Pharmacia 
LKB XL) et normalisées par rapport au contrôle GAPDH ou a-tubuline. 
3. EXTRACTION DES PROTÉINES ET ANALYSE PAR WESTERN 
Les cellules IEC-6 sont traitées avec ou sans l % FBS, en présence ou absence de TGFB 
(5 ng/ml) pendant lO minutes, 2 heures et 4 heures. Les cellules sont lysées dans 0.4 ml 
de tampon de lyse ( 1 % Triton, 50 mM Tris-Cl pH 7 .5, 100 mM NaCI, 5 mM EDT A, 40 
mM B-glycerophosphate, 50 mM NaF, 0.2 mM Na orthovanadate, O. l mM PMSF, 
Leupeptine 0.5µg/ml, Pepstatine 0.7 µg/ml, 5% glycérol) pendant 15 minutes sur glace et 





électrophorèse sur gel SDS dénaturant contenant 10% de polyacrylamide (SDS-PAGE) 
selon la méthode de Laemmli ( 1970). Les protéines sont transférées sur membrane de 
nitrocellulose (Amersham, ON) à 4°C pendant 4 heure à 220 mA (0.025 M Tris-Cl, 0.192 
mM glycine, 10% méthanol). Les protéines sont vérifiées au rouge de ponceau. La 
membrane est ensuite bloquée à la température de la pièce pendant l heure dans du PBS 
(20 mM Tris-Cl pH 7.6, 137 mM NaCl) contenant 5% de lait écrémé en poudre et 0.05% 
de Tween-20 (Blotto). L'incubation primaire avec l'anticorps spécifique contre les MAP 
kinases p42/p44 phosphorylées (l: 500) (New England BioLabs, Mississauga, ON) est 
effectuée pendant toute la nuit à 4°C. Après 3 lavages de 10 minutes avec du PBS-0.05% 
Tween-20, la membrane est incubée avec l'anticorps secondaire conjugué à la peroxidase 
diluée l : 1000 dans du Blotto (Sigma Chemicals, MO) pendant l heure à la température 
de la pièce. Après 3 lavages de 10 minutes dans du PBS-0.05% Tween-20, les protéines 
sont révélées pendant l minute à l'aide du système ECL (Super Signal Substrate Western 
Blotting, Pierce, IL) selon le protocole recommandé. La membrane est exposée sur un 
film à autoradiographie (Amersham, ON) et les signaux émis sont quantifiés par 
densitométrie avec un appareil Ultroscan (Pharmacia LKB XL). 
4. ACTIVITÉ DE LIAISON DES PROTÉINES À L'ADN (GEL DE RÉTENTION) 
4.1 EXTRACTION DES PROTÉINES NUCLÉAIRES 
Les protéines nucléaires sont préparées selon la technique de Stein et al. (l 989). Les 





Le culot est resuspendu dans LOO µl de tampon de lyse (LO mM 4-(2-hydroxyéthyl)-l-
piperazineéthanesulfonate pH 7.9, l mM éthylenediamine tétraacétate disodique, 60 mM 
KCl, 0.5% NP-40, l mM dithiothréitol (DTI), l mM phénylméthylsulfonyle de 
fluorure), laissé sur glace pendant 5 minutes et centrifugé pendant LO secondes à 13 000 
rpm à 4°C. Le culot est resuspendu dans 100 µl de tampon de resuspension nucléaire 
(0.25 M Tris-HCI pH 7 .8, 0.06 M KCl, l mM DTI, 1.5 mM PMSF) et soumis à trois 
cycles de congélation dans l'azote liquide et décongélation à 37°C. Après une 
centrifugation de 13 000 rpm pendant IO minutes à 4°C, le surnageant est récupéré, 
aliquoté, congelé immédiatement dans l'azote liquide et conservé à -80°C jusqu'à 
l'utilisation. 
4.2 PIŒPARA TION DES OLIGONUCLÉOTIDES POUR LES SONDES 
RADIOACTIVES 
Des oligonucléotides correspondant aux sites de liaison spécifiques sont marqués au 32P-
dCTP. Les oligonucléotides correspondant aux sites Hapto A, Hapto C et Smad3 
comportent des extrémités cohésives comportant un G qui sont marquées par la technique 
du transfert d'encoche avec a.-32P-dCTP et le fragment Klenow del' ADN polymérase de 
E. coli (Pharmacia, Qué.). Les séquences des oligonucléotides utilisés sont les suivantes: 
Hapto A, -166 à -145, 5' -CCAAGTATGAAGCAAGAGCTCA-3' (Pajovic et al., 1994); 
Hapto C, -88 à -67, 5' -GCCGACATTGTGCAAACACAGA-3' (Pajovic et al., 1994); 
Smad3, 5' -TCGAGAGCCAGACAAGGAGCCAGACAAGGAGCCAGACAC-3' 





4.3 GEL DE RÉTENTION 
Les protéines nucléaires (5- 10 µg ) sont incubées pendant 30 minutes à la température de 
la pièce dans un volume de 20 µl contenant 2 µl de tampon de rétention lOX (10 mM 
Tris-Cl pH 7.5, 500 mM NaCl, 10 mM DIT, 10 mM EDTA, 50% glycérol), 0.25 µg 
dldC (Phannacia, Québec), et 1.0 µl de sonde (20- 50 cps). Après la réaction, les 
échantillons sont séparés par électrophorèse sur un gel natif de polyacrylamide 4% dans 
un tampon contenant 0.5 X TBE ( 45 mM Tris-borate pH 8.0, 40 mM acide borique, l 
mM EDTA) et 2% glycérol pendant 2 heures à 150 Volts avec une pré-électrophorèse 
d'au moins 30 minutes à 150 Volts (Asselin et al., 1989). Le gel est séché pendant l 
heure et exposé contre un film Biomax (Kodak) à -80°C. La super-rétention s'effectue en 
ajoutant des anticorps spécifiques aux facteurs de transcription à l'extrait nucléaire 
(Sanda Cruz Biotechnology, CA) pour 30 minutes avant d'ajouter la sonde. Les quantités 
suivantes ont été utilisées pour chaque réaction : anti-C/EBPa (2 µg), anti-C/EBPB (2 
µg), anti-C/EBPô (2 µg), anti-Smadl (2 µg), anti-Smad2 (2 µg) et anti-Smad3 (2 µg). 
Acrylamide 2.4 g 
Bisacrylamide 0.064 g 
TBE lOX 2.25 ml 
Glycérol 50% 2.0ml 
Ammonium persulfate 0.01 g 
Eau bidistillée 38.7 ml 





5. MUT AGÉNÈSE SITE SPÉCIFIQUE DU PROMOTEUR DE 
L 'HAPTOGLOBINE 
Une portion de 396 pb du promoteur haptoglobine de rat (-396 à -2) est insérée dans le 
gène rapporteur luciférase du plasmide pGL3 basic (Promega, WI). Des mutations 
spécifiques sont introduites aux sites de liaison des facteurs nucléaires C/EBP Hapto A et 
Hapto C dans le rapporteur Hapto-Luc par mutagénèse dirigée (Bossone et al., 1992). 
Brièvement, I' ADN simple brin obtenu des bactéries CJ 236 (ung-dug} est contient des 
uridines (U) au lieu de thymidines (T). Ensuite, après l'hybridation de l'oligonucléotide à 
l' ADN simple brin, la polymérisation s'effectue avec les 4 nucléotides (A, G, C, T) et la 
T4 ADN polymérase (Sequenase, Amersham Life Science, CA). L' ADN est ensuite 
utilisé pour la transformation de cellules compétentes E. coli. Les oligonucléotides 
complémentaires contiennent une séquence de 6 bases reconnues par l'enzyme de 
restriction Pvu II remplaçant le site de liaison des C/EBPs. La séquence Hapto A : 
5' -GCCAAGTATGAAGCAAGAAGAGCTCAGCTCG -3' (-167 à -140) est modifiée 
par la séquence Hapto A mutée: 5' -GCCAAGTATGACAGCTGAGCTCAGCTCT-3' 
et la séquence Hapto C : 5' -AAGGCCGACA TTGTGCAAACACAGAAAT -3' (-91 à -
64) par la séquence Hapto C mutée: 5'- AAGGCCGACATCAGCTGAACACAGAAAT 
-3'. Ces changements affectent les séquences consensus de liaison à l'ADN des C/EBPs 
(Ryden et Beemon, 1989). Ces mutations ont été confirmées par digestion enzymatique et 





6. TRANSFECTIONS TRANSITOIRES ET ESSAI LUCIFÉRASE 
Les transfections transitoires sont réalisées par lipofection (Lipofectin, Gibco-BRL, 
Burlington, ON). Une portion de 396 pb du promoteur haptoglobine de rat (-396 à -2) 
est insérée dans le gène rapporteur luciférase du plasmide pGL3 basic (Promega, 
Madison, WO. Les vecteurs d'expression utilisés sont les suivants: RSV, RSV!ras Nl7 
(dominant négatif de ras restant sous la forme ras-GDP) (fourni par le Dr. Richard 
Pestell); CMV5, CMV5/Smad2, CMV5/Smad3 (proviennent du laboratoire du Dr. 
Liliana Attisano, université de Toronto); MSV, MSV/C/EBPa, MSV/C/EBPB, and 
MSV/C/EBPô (fourni par le Dr. Steve McKnight). D'abord, la lipofectine est incubée 
dans un milieu Opti-MEM à la température de la pièce pendant 1 heure. Les transfections 
sont réalisées dans des boîtes de 24 puits. 50 µl de Opti-MEM contenant 0.1 µg d' ADN 
de gène rapporteur avec ou sans 0.1 µg de vecteur d'expression sont combinés à 50 µl de 
Opti-MEM contenant la lipofectine l µl par puits pendant 15 minutes à la température de 
la pièce. Après cette incubation, le volume est complété à 300 µI avec l'ajout de 200 µl 
Opti-MEM. Les cellules IEC-6 sont lavées au DMEM sans sérum et incubées avec le 
complexe ADN -lipofectine pendant 7 heures. Le vecteur pRL-SV 40 renilla luciférase 
(Promega, Madison, WI) est utilisé comme contrôle pour l'efficacité de transfection. Par 
la suite, le milieu est remplacé par du milieu contenant 5% FBS en absence ou en 
présence de TGFB (5 ng/ml) et dexaméthasone (10-6 M). Après 24 heures d'incubation, 
les cellules sont lysées avec 300 µI d'un tampon de lyse (25 mM glycylglycine, 15 mM 
MgSO"', 4 mM EGTA, 1% Triton X-100, et l mM DTT), et mélangées à 100 µI d'un 





MgS04, 4 mM EGTA, 15 mM KH2P04, 6 mM ATP et 3 mM OTT) et 100 µl d'une 
solution de luciférine (l mM) (Molecular Probes, OR). L'activité luciférase est mesurée 
pendant 20 secondes dans un luminomètre de type Lumat LB 9507 (EG&G Berthold, 
USA). Chaque expérience est répétée au moins trois fois en duplicata. 
7. ANALYSES STATISTIQUES 
Les études statistiques sont réalisées avec un test 't' de student pairé à une direction. Elles 
sont représentées par une moyenne accompagnée de l'erreur standard. Les différences 






1. ATTÉNUATION PAR LE TGFR DE L'EXPRESSION DU GÈNE 
HAPTOGLOBINE, DE C/EBPR ET DE C/EBPô INDUITE PAR LA 
DEXAMÉTHASONE 
Pour vérifier si le TGFB peut affecter l'expression du gène de réponse inflammatoire 
haptoglobine et les facteurs de transcription C/EBPB et C/EBPô dans les cellules 
épithéliales intestinales, nous avons étudié dans un premier temps l'expression de ceux-ci 
par analyse Northem en présence de la dexaméthasone et de TGFB. Nous avons observé 
que le traitement des cellules IEC-6 par la dexaméthasone entraîne une augmentation de 
l'expression de l'haptoglobine au niveau de I' ARNm de 4.5 fois par rapport au contrôle 
(p~ 0.001), tandis que le traitement par le TGFB abolit l'effet de la dexaméthasone après 
24 heures (Figure 2). La dexaméthasone induit l'expression de C/EBPB et de 
C/EBPô respectivement 3 fois et 7 fois (p<0.005) après 4 heures de traitement à la 
dexaméthasone, alors que l'addition de TGFB atténue cette induction (Figure 3 ). Le 
TGFB diminue significativement les niveaux non-induits des ARNm de C/EBPô. 
Nous avons ensuite vérifié si les variations au niveau de l'ARNm de C/EBPB et C/EBPô 
par la dexaméthasone et le TGFB entraînaient des modifications dans la capacité des 
protéines C/EBPs à lier I' ADN. Le promoteur proximal du gène haptoglobine de rat 





l'aide d'extraits nucléaires de foie de rat (Pajovic et al., 1994). Des extraits de protéines 
nucléaires des cellules IEC-6 traitées avec ou sans la dexaméthasone et le TGFB ont été 
mélangés avec des oligonucléotides marqués au 32P et représentant le site d'interaction 
des C/EBPs Hapto A. Par gel de rétention, nous avons observé que la dexaméthasone 
induit fortement la capacité de liaison au site Hapto A après 2 h (Figure 4A). Cette 
induction est maintenue jusqu'à 8 h. L'addition de TGFB réduit significativement la 
capacité de liaison induite par la dexaméthasone (Figure 4A). En ajoutant des anticorps 
contre les isoformes C/EBP6 ou C/EBPô dans les extraits nucléaires avant d'ajouter la 
sonde Hapto A, nous avons démontré que la dexaméthasone induit les isoformes C/EBPB 
et C/EBPô (Figure 4B) alors que le TGF6 atténue la capacité de liaison des 2 isoformes à 
lier le site Hapto A (Figure 4C). Des résultats semblables ont été obtenus avec le site 
Hapto C (non montrés). Ces résultats suggèrent une corrélation étroite entre la régulation 
négative de l'expression du gène haptoglobine et la diminution de la capacité des facteurs 
de transcription C/EBPs à lier I' ADN en réponse au TGFB. 
Nous avons précédemment démontré que les C/EBPs étaient impliqués dans la régulation 
positive de l'haptoglobine par l' AMPc dans les cellules IEC-6 (Pelletier et al., 1998). 
Nous avons donc vérifié si les sites d'interaction Hapto A et Hapto C dans le promoteur 
proximal de l'haptoglobine étaient directement impliqués dans la régulation 
transcriptionnelle de l'haptoglobine suite à un traitement à la dexaméthasone et au TGFB. 
Une mutagénèse site-spécifique (Bossone et al., 1992) des deux sites de liaison Hapto A 





2) cloné dans le vecteur d'expression de la luciférase, pGL3 basic (Hapto-Luc) (Figure 
5). 
Nous avons évalué par transfection transitoire et essai luciférase l'effet de la 
dexaméthasone et du TGFB sur l'expression du vecteur Hapto-Luc et du double mutant 
Hapto AC-Luc. La dexaméthasone induit l'activité du promoteur haptoglobine jusqu'à 
4.l fois par rapport au contrôle (p::S 0.01). Le TGFB atténue l'activité du promoteur 
haptoglobine 2.6 fois par rapport au contrôle en absence de la dexaméthasone (p< 0.01) 
(Figure 6A). De plus, le TGFB atténue l'activité du promoteur haptoglobine induit par la 
dexaméthasone jusqu'à 2.3 fois (p::S 0.05). L'inactivation des sites d'interaction Hapto A 
et Hapto C réduit le niveau d'expression de base de 7 fois par rapport à Hapto-Luc (p< 
0.005). La mutation de ces deux sites abolit à la fois l'induction par la dexaméthasone et 
l'atténuation par le TGFB (Figure 68). Ces résultats suggèrent que les sites Hapto A et 
Hapto C du promoteur de l'haptoglobine sont très importants dans la régulation de ce 
gène dans les cellules intestinales épithéliales. De plus, les facteurs de transcription 
C/EBPB et C/EBPô sont essentiels à la régulation de l'expression de l'haptoglobine en 
réponse à la dexaméthasone et au TGFB. Le TGFB atténuerait l'expression du gène 
haptoglobine par une régulation négative des facteurs de transcription C/EBPB et 
C/EBPô. 
2. DÉTERMINATION DES VOIES DE SIGNALISATION IMPLIQUÉES DANS 






Afin de déterminer les voies de signalisation impliquées dans l'atténuation de 
l'expression de l 'haptoglobine par le TGFB dans les cellules IEC-6, nous avons d'abord 
vérifié si le TGFB pouvait induire l'activité de différentes kinases (p42/p44, p38, JNK) 
par Western en utilisant des anticorps contre les formes phosphorylées et actives. Alors 
que p38 et JNK ne sont pas affectés par le TGFB dans les cellules IEC-6 (non montrés), 
nous avons observé que le TGFB active les isoformes p42/p44 rapidement après 10 
minutes (Figure 7). Cette induction est réduite mais maintenue jusqu'à 4 heures. Comme 
contrôle, le sérum entraîne une induction très forte et biphasique (10 min et 4 h) de 
l'activité de p42/p44. De plus, un effet d'activation additif entre le TGFB et le sérum est 
observé jusqu'à 4 h. Puisque le TGFB induit p42/p44, nous avons vérifié l'effet d'un 
inhibiteur spécifique des MAP kinase kinases (MEKsl/2), le PD98059, sur l'expression 
du rapporteur Hapto-Luc par transfection transitoire en présence ou en absence de TGFB. 
Le PD98059 (20 µM, cette concentration inhibe l'activation des MAPKs p42/p44 par le 
sérum ou le TGFB) augmente légèrement le niveau d'expression du promoteur de 
l'haptoglobine (p~ 0.001) (Figure 8). Alors que le TGFB atténue près de 4 fois 
l'expression de Hapto-Luc, le PD98059 (20 µM) abolit complètement cet effet (p~ 0.001) 
(figure 8). Ces résultats montrent que le TGFB induit les MAP kinases p42/p44 dans les 
cellules ŒC-6, et que les MAP kinases p42/p44 jouent un rôle important dans l'effet 
atténuateur du TGFB. 
Il a été démontré que ras se retrouve en amont de la voie de signalisation empruntant les 





en co-transfectant un ras dominant négatif (rasN 17) si ras pouvait affecter l'expression 
de Hapto-Luc. Nous avons observé que rasN augmente l'activité du promoteur 
haptoglobine 2.7 fois (p<0.05) (Figure 9). Ces résultats suggèrent que l'atténuation de 
l'expression du gène haptoglobine par le TGFB dans les cellules IEC-6 dépend en partie 
de la voie des MAP kinases p42/p44, et que la protéine ras est impliquée. 
Enfin, afin de déterminer si les protéines Smads (facteurs de transcription induits 
directement par le TGFB) pouvaient être impliquées dans l'atténuation de l'expression de 
l'haptoglobine médiée par le TGFB, nous avons transfecté les vecteurs d'expression 
contenant Smad2 et Smad3 (CMV-Smad2, CMV-Smad3) et le rapporteur Hapto-Luc 
dans les cellules IEC-6. Alors que Smad3 diminue l'expression du promoteur 
haptoglobine 3.3 fois par rapport au contrôle (p< 0.01), Smad2 n'a pas d'effet (Figure 
10). Nous avons ensuite vérifié l'action de Smad3 sur l'induction de Hapto-Luc 
dépendante des C/EBPs par co-transfection. C/EBPa augmente de 4.3 fois l'expression 
de Hapto-Luc (p<0.005), alors que C/EBPB et C/EBPô induisent respectivement 2 fois et 
1.7 fois (p<0.01). L'addition de Smad3 diminue fortement l'expression de Hapto-Luc 
induite par les C/EBPs (p<0.005) (Figure 11). Nous avons finalement vérifié l'induction 
des Smads par le TGFB dans les cellules IEC-6 par gel de rétention avec un site Smad3 
(Dennler et al., 1998). Nous avons observé que le TGFB active de façon très rapide la 
liaison de Smad3 (Figure 12). Il est intéressant de constater que la liaison de Smadl est 
aussi induite, alors que celle de Smad2 ne l'est pas (non montré). Ces résultats suggèrent 
que la protéine Smad3 pourrait être impliquée dans le processus d'atténuation de 





Figure 2 . Inhibition par le TGFB des niveaux d' ARNm du gène haptoglobine 
induits par la dexaméthasone dans les cellules IEC-6. 
Les ARNs totaux sont extraits des cellules IEC-6 traitées ou non-traitées pendant 24 
heures avec de la dexaméthasone (10-6 M), du TGFB (5 nglml), ou les deux (dexa + 
TGFB). Les ARNs sont séparés par électrophorèse, transférés sur membrane et hybridés 
avec une sonde haptoglobine marquée au 32P. La membane est rehybridée avec la sonde 
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Inhibition par le TGFR des niveaux d'ARNm des facteurs de 
transcription C/EBPR et C/EBPô induits par la dexaméthasone dans 
les cellules IEC-6. 
A: Les ARNs totaux sont extraits des cellules IEC-6 après 4 ou 8 heures de 
traitement avec la dexaméthasone (Dexa) (10-6 M) et/ou le TGFB (5 ng/ml). Les ARNs 
sont séparés par électrophorèse, transférés sur membrane, et hybridés avec une sonde 
C/EBP B, C/EBP ô et GAPDH marquée au 32P. La sonde GAPDH utilisée permet de 
normaliser les quantités relatives d' ARN dans chaque puits. 
B: Les niveaux d' ARNm des isoformes C/EBPs ont été quantifiés par analyse 
densitométrique en comparaison avec le contrôle GAPDH. Les valeurs moyennes ±SE 
sont calculées à l'aide de 3 expériences indépendantes . 
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Figure 4 . 
31 
Atténuation par le TGF8 de la capacité des complexes C/EBP à lier 
l'ADN. 
A : Les extraits nucléaires des cellules IEC-6 non-traitées (ctl) ou traitées avec la 
dexaméthasone pendant 2, 4 et 8 heures, ou avec 10-6 M de dexaméthasone et 5 ng/ml de 
TGFB pendant 8 heures, sont mélangés à un oligonucléotide marqué au 32P correspondant 
au site de liaison spécifique Hapto A. Les complexes ainsi formés sont séparés de la 
sonde libre sur un gel d'acrylamide natif. 
B : Les extraits nucléaires des cellules IEC-6 obtenus en absence de la dexaméthasone 
(ctl) ou en présence de la dexaméthasone pendant 8 heures sont incubés en absence ou en 
présence des anticorps spécifiques aux isoformes C/EBPa, C/EBPB, et C/EBPô pendant 
30 minutes avant d'ajouter la sonde Hapto A marquée au 32P. 
C : Les extraits nucléaires des cellules IEC-6 traitées avec la dexaméthasone avec ou sans 
TGFB sont incubés en absence ou en présence des anticorps spécifiques aux isoformes 
C/EBPa, C/EBPB, et C/EBPô pendant 30 minutes avant d'ajouter la sonde Hapto A 
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Figure S . 
32 
Mutagénèse des sites Hapto A et Hapto C du promoteur de 
l'haptoglobine. 
Une portion de 396 pb du promoteur de l'haptoglobine de rat a été insérée dans le 
plasmide pGL3 basic contenant le gène rapporteur luciférase (Promega, WI). La 
construction du mutant Hapto AC a été obtenue par mutagénèse dirigée (Bassanne et al., 
1992) en remplaçant 6 bases des sites Hapto A et Hapto C (sites de liaison des C/EBPs) 
par 6 bases reconnues par les enzymes de restriction Pvu II ou Nde 1. Ces mutants ont été 
confirmés par digestion enzymatique avec Pvu II et Nde 1, et par séquençage . 
Mutagénèse des sites Hapto A et Hapto C du 
promoteur de l'haptoglobine 
Hapto A Hapto B Hapto C 





Figure 6 . 
33 
La mutation des sites d'interaction Hapto A et Hapto C du promoteur 
du gène de l'haptoglobine abolit la réponse à la dexaméthasone et au 
TGFR. 
Les cellules IEC-6 sont transfectées par Iipofection avec le gène rapporteur de type 
sauvage Hapto-Luc, et le double mutant Hapto AC-Luc en présence ou en absence de la 
dexaméthasone (10-6M), TGFB (5 ng/ml) ou une combinaison des deux. L'activité 
luciférase est comparée à celle du contrôle de transfection renilla luciférase (Promega) et 
exprimée en niveau d'induction par rapport à l'activité du contrôle. Les moyennes± S.E. 
sont calculées avec les valeurs obtenues de quatre expériences indépendantes effectuées 
chaque fois en duplicata . 
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Stimulation de l'activité des MAP kinases p42/p44 par le TGFB dans 
les cellules IEC-6. 
Les cellules sont incubées avec le milieu sans sérum pendant 24 heures avant d'être 
stimulées pendant 10 minutes, 2 heures et 4 heures avec l % FBS, 5 ng/ml TGFB ou une 
combinaison des deux. Les extraits protéiques sont séparés par SOS-PAGE et transférés 
sur une membrane de nitrocellulose pour une analyse Western avec des anticorps 
spécifiques aux isoformes p42/p44 phosphorylées. Suite à l'incubation avec un anticorps 
secondaire lié à la peroxidase, les signaux sont détectés avec la trousse de révélation 
Super Signal Substrate Western Blotting (Pierce) sur un film à autoradiographie 
(Amersham, ON) . 
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Figure 8 . 
35 
Le PD98059, un inhibiteur de MAPKKs (MEKsl/2), inhibe 
l'atténuation de l'expression de l'haptoglobine par le TGFB. 
Les cellules IEC-6 sont transfectées avec le gène rapporteur Hapto-Luc par lipofection. 
Après 7 heures d'incubation à 37°C, les cellules sont traitées avec le PD98059 (20 µM), 
un inhibiteur de MEKsl/2, pendant 24 heures en présence ou en absence de TGFB (5 
ng/ml). L'activité luciférase est comparée à celle du contrôle de transfection renilla 
luciférase (Promega) et exprimée en niveau d'induction par rapport à l'activité des 
cellules non-traitées. Les moyennes ± S.E. sont calculées avec les valeurs obtenues de 
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Figure 9 . 
36 
Un dominant négatif de ras, rasN, augmente l'activité du promoteur 
de l'haptoglobine. 
Les cellules sont co-transfectées par lipofection avec le gène rapporteur Hapto-Luc et le 
vecteur d'expression RSV avec ou sans le dominant négatif de ras, rasNl1. L'activité 
luciférase est comparée à celle du contrôle de transfection renilla luciférase (Promega) et 
exprimée en niveau d'induction par rapport à l'activité du contrôle RSV. Les moyennes± 
S.E. sont calculées avec les valeurs obtenues de quatre expériences indépendantes 
effectuées chaque fois en duplicata . 
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Figure 10. Smad3 inhibe l'activité du promoteur de l'haptoglobine . 
Les cellules sont co-transfectées par lipofection avec le gène rapporteur Hapto-Luc et les 
vecteurs d'expression sans (CMV5) ou avec les séquences des facteurs de transcription 
Smad2 et Smad3. L'activité luciférase est comparée à celle du contrôle de transfection 
renilla luciférase (Promega) et exprimée en niveau d'induction par rapport à l'activité du 
contrôle CMV5. Les moyennes± S.E. sont calculées avec les valeurs obtenues de quatre 
expériences indépendantes effectuées chaque fois en duplicata . 
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Figure 11. Smad3 inhibe l'activation du promoteur de l'haptoglobine par les 
isoformes CIERP. 
Les cellules IEC-6 sont co-transfectées par lipofection avec le gène rapporteur Hapto-
Luc, et les vecteurs d'expression MSV (contrôle), MSV-C/EBPcx, MSV-C/EBPB, MSV-
C/EBPô et CMV5 ou CMV5-Smad3. L'activité luciférase est comparée à celle du 
contrôle de transfection renilla luciférase (Promega) et exprimée en niveau d'induction 
par rapport à l'activité du contrôle MSV-CMV5. Les moyennes ± S.E. sont calculées 
avec les valeurs obtenues de quatre expériences indépendantes effectuées chaque fois en 
duplicata . 
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Figure 12 • Induction de la capacité de liaison de Smadl et Smad3 par le TGFB. 
Les extraits nucléaires sont préparés après 0, 30 minutes et 2 heures de traitement au 
TGFB (5 ng/ml), et mélangés à un oligonucléotide marqué au 32P contenant le site de 
liaison à Smad3 en absence(-) ou en présence d'anticorps spécifiques à Smadl et Smad3. 
Les complexes ainsi formés sont séparés de la sonde libre sur un gel d'acrylamide natif . 






1. LES C/EBPS SONT IMPLIQUÉS À LA FOIS DANS L'INDUCTION PAR LES 
GLUCOCORTICOÏDES ET L'ATTÉNUATION PAR LE TGF8 DE 
L 'HAPTOGLOBINE 
Nous avons observé que dans les cellules IEC-6, le gène APP haptoglobine est induit par 
la dexaméthasone. Le TGFB atténue l'expression de l'haptoglobine induit par la 
dexaméthasone. Nous avons observé une corrélation étroite entre l'induction de C/EBPB 
et C/EBPô et celle de l'haptoglobine par la dexaméthasone, et l'atténuation de 
l'expression de ceux-ci par le TGFB, au niveau del' ARNm. L'effet de la dexaméthasone 
résulte en une augmentation de la capacité de liaison de C/EBPB et C/EBPô aux sites 
Hapto A et Hapto C du promoteur de l'haptoglobine alors que l'effet du TGFB mène à 
une atténuation de la capacité de liaison. Des mutations des sites Hapto A et Hapto C 
abolissent à la fois l'induction par la dexaméthasone et l'atténuation par le TGFB du 
promoteur de l'haptoglobine. Ces sites d'interaction sont importants puisqu'une mutation 
du site Hapto B liant les facteurs de transcription ST ATs est sans effet (non montré). 
Nous avons démontré que le gène haptoglobine est induit par la dexaméthasone dans les 
cellules intestinales épithéliales de rat. Les gènes APPs de type I, dont fait partie 
l'haptoglobine, sont aussi induits par les glucocorticoïdes dans les hépatocytes. Les 
glucocorticoïdes sont des modulateurs importants de la réponse inflammatoire de 





dexaméthasone est surtout transcriptionnelle. Cette régulation est soit directe, par le 
récepteur lié à son ligand, soit indirecte par des interactions entre le récepteur et d'autres 
facteurs de transcription comme NF-KB et AP-1, ou par induction de l'expression 
d'autres facteurs (Koj, 1996). Il n'y a pas de site de liaison du récepteur des 
glucocorticoïdes dans le promoteur de l'haptoglobine. Donc, l'effet des glucocorticoïdes 
est indirect. Nos travaux démontrent une régulation positive des glucocorticoïdes sur 
l'expression des niveaux d' ARNm des isoformes C/EBPB et C/EBPô. Nos résultats 
suggèrent une contribution importante de C/EBPB et C/EBPô dans l'induction de 
l'expression de l'haptoglobine par la dexaméthasone. Nous montrons que C/EBPB et 
C/EBPô sont induits par les glucocorticoïdes, et transmettent indirectement l'effet des 
glucocorticoïdes dans les cellules IEC-6. L'effet des glucocorticoïdes sur les niveaux 
d' ARNm des C/EBPB et C/EBPô est probablement transcriptionnel. En effet, les 
glucocorticoïdes induisent C/EBPB et C/EBPô surtout transcriptionnellement dans les 
cellules IEC-6. Cette régulation mène à une élévation rapide des niveaux de protéines 
nucléaires de C/EBPB et C/EBPô (Boudreau et al., 1996; Yu et al., 1999). Plusieurs 
autres évidences montrent l'importance de la régulation transcriptionnelle de C/EBPB et 
C/EBPô par les glucocorticoïdes dans les hépatocytes (Baumann et al., 1992; Matsuno et 
al., 1996), et par l'AMPc dans plusieurs types cellulaires (Cardinaux et Magistretti, 1996; 
Niehof et al., 1997), dont les cellules intestinales épithéliales (Pelletier et al., 1998). La 
mutagénèse des sites Hapto A et Hapto C abolit la réponse à la dexaméthasone. Donc, les 
sites d'interaction aux C/EBPs sont essentiels à la régulation de l'haptoglobine non 





1998). Les C/EBPs sont aussi importants pour l'induction du gène a-AGP par les 
glucocorticoïdes dans les cellules intestinales épithéliales (Boudreau et al., 1998). 
Le TGFB a un rôle modulateur positif ou négatif sur l'expression de plusieurs gènes APPs 
dans les hépatocytes (Baumann et Gauldie, 1994). De plus, des rôles pro-inflammatoires 
à court terme et anti-inflammatoires à long terme ont été proposés pour le TGFB dans les 
cellules intestinales épithéliales (Clark et Coker, 1998; Stenson, 1999). Nous montrons 
que le TGFB atténue l'expression de l'haptoglobine au niveau de l' ARNm. Plusieurs 
évidences montrent que la régulation des C/EBPs et de l'haptoglobine par les 
glucocorticoïdes et le TGFB dans les cellules intestinales épithéliales est surtout 
transcriptionnelle. Les glucocorticoïdes et l' AMPc induisent les niveaux d' ARNm de 
l'haptoglobine et des C/EBPs et transactivent le promoteur de l'haptoglobine par 
transfection transitoire. Le TGFB inhibe cette transactivation et atténue aussi les niveaux 
d'ARNm et de protéines de C/EBPB et C/EBPô induits par la dexaméthasone. Dans les 
hépatocytes, le gène haptoglobine et les C/EBPs sont contrôlés transcriptionnellement par 
les glucocorticoïdes et les cytokines, tel que démontré par run-on, et il n'y pas de 
régulation post-transcriptionnelle (Mackiewicz, 1997). Nous avons aussi montré que les 
C/EBPs peuvent transactiver le promoteur de l'haptoglobine, et que la mutation des sites 
de liaison des C/EBPs au promoteur affecte la transactivation par les glucocorticoïdes et 
1' AMPc, et la répression par le TGFB. L'induction des ARNm de l'haptoglobine par les 
glucocorticoïdes est tardive, ce qui pourrait exclure une régulation post-transcriptionnelle 
des C/EBPs et de l'haptoglobine sans faire de run-on. Il est cependant clair que C/EBPB 





gène haptoglobine, et qu'une diminution des C/EBPs est responsable en partie de 
l'atténuation de l'expression des gènes de la réponse inflammatoire comme 
l'haptoglobine (Yu et al., 1999) et l'a-AGP (Boudreau et al., 1998) dans les cellules 
intestinales épithéliales. Les facteurs de transcription C/EBPs, comme cible indirecte de 
l'action du TGFB, s'ajoutent à plusieurs classes de facteurs de transcription impliqués 
dans la régulation négative par le TGFB. Par exemple, le TGFB inhibe l'expression du 
gène transine/stromélysine en modifiant la composition du complexe AP-1 (fos) liant une 
séquence AP-1 (Kerr et al., 1990). L'inhibition de l'expression du gène cycline A par le 
TGFJ3 est associée à une modification de l'activation transcriptionnelle des facteurs de 
transcription ATFI et CREB (cAMP responsive element binding protein) (Yoshizumi et 
al., 1997). Enfin, le TGFB cause un arrêt du cycle cellulaire en favorisant la formation de 
complexes E2F-pRb hypophosphorylés, donc en inhibant l'expression de gènes 
normalement induits par les facteurs de transcription E2F (Li et al., 1997). Nos résultats 
démontrent que le TGFB atténue l'expression de l'haptoglobine en réduisant l'expression 
des isoformes C/EBPB et C/EBPB. Cette observation suggère l'implication des C/EBPs 
dans le processus d'atténuation par le TGFB dans les cellules intestinales épithéliales 
(Figure 13). 
2. LES MAP KINASES p42/p44 SONT IMPLIQUÉES DANS L'ATTÉNUATION 
DE L'EXPRESSION DE L'HAPTOGLOBINE PAR LE TGFB 
Nous avons démontré que le TGF6 induit l'activité des MAP kinases p42/p44 





Figure 13. Effets du TGFB sur les cellules intestinales épithéliales dans le contexte de 
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l'addition du PD98059 inhibe l'atténuation de l'expression de l'haptoglobine par le 
TGFB. De plus, un dominant négatif de ras induit l'expression de l'haptoglobine dans les 
cellules IEC-6, suggérant que ras est impliqué dans cette voie. 
Plusieurs évidences montrent que certains facteurs de croissance, cytokines, et hormones 
peuvent activer successivement les MAP kinases par cascades de phosphorylation. Les 
MAP kinases activées transloquent dans le noyau qui contient plusieurs facteurs de 
transcription phosphorylés par celles-ci (comme CTF/NF-1, Sp-1, AP-1,etc.) (Lee et al., 
1996; Dieckgraefe et al., 1997; Derynck et al., 1997). Les voies de signalisation des MAP 
kinases représentent des mécanismes importants de la transduction des signaux de la 
surface cellulaire vers le noyau menant à la régulation de l'expression des gènes (Davis et 
al., 1995). Le TGFB peut activer différentes MAP kinases telles que les MAP kinases 
p42/p44, p38, JNK, TAKl, etc., dépendamment du type cellulaire (Hartsough et Mulder, 
1997). Par exemple, le TGFB induit JNK/SAPK dans les cellules de cancer du sein (Frey 
et Mulder, 1997) et p38 dans les cellules ostéoblastiques MC3T3-El (Yamaguchi et al., 
1995). TAKl est aussi une kinase dont l'activation est médiée par le récepteur du TGFB 
dans plusieurs types cellulaires dont les cellules ostéoblastiques, et les cellules MvlLu 
(Yamaguchi et al., 1995). Dans les cellules IEC-6, nous montrons que le TGFB induit 
rapidement et de façon soutenue les MAP kinases p42/p44, alors que p38 et JNK ne sont 
pas affectées (non montrés). Nos résultats concordent avec ceux de Mulder qui a montré 
que le TGFB induit p42/p44 de façon rapide et soutenue dans les cellules épithéliales 
intestinales IEC-6 (Hartsough et Mulder, 1995; Frey et Mulder, 1997). De plus, 





1995, 1996). Un mutant dominant négatif de ras abolit l'induction de p42/p44, suggérant 
que l'activation de p42/p44 par le TGFB dépend de ras (Hartsough et al., 1996). Ces 
résultats concordent avec nos résultats montrant qu'un dominant négatif de ras augmente 
l'expression de l'haptoglobine. Au contraire des travaux de Mulder, nous observons un 
effet additif du sérum et du TGFB sur l'activation de p42/p44. Il est intéressant de 
mentionner que la présence du sérum est nécessaire à l'activation du TGFB sur 
l'expression de l'haptoglobine (non montré). Ces résultats suggèrent que les cascades des 
MAP kinases p42/p44 pourraient jouer un rôle important dans la réponse physiologique 
des cellules intestinales épithéliales en réponse au TGFB. 
Nos résultats montrent d'une part que ras et les MAP kinases p42/p44 sont impliqués 
dans le processus d'atténuation par le TGFB (Figure 13). D'autre part, on ne peut exclure 
que d'autres kinases (comme TAKl) sont impliquées. En effet, des résultats préliminaires 
suggèrent que TAKI pourrait aussi atténuer l'expression de l'haptoglobine. 
Plusieurs études démontrent que l'activation des MAPKs p42/p44 joue un rôle important 
dans la régulation de l'expression des C/EBPs. Par exemple, l'activation des MAP 
kinases p42/p44 est nécessaire à la répression des niveaux d' ARNm et de protéines 
C/EBPB et C/EBPô stimulés par l'insuline dans les adipocytes 3T3 Ll (Hemati et al., 
1997). Cette activation des voies des MAP kinases est aussi requise pour l'expression de 
C/EBPB et C/EBPô induits par LIF (leukemia inhibitory factor) dans les cellules 
préadipeuses (Aubert et al., 1999). Nos résultats montrent que le TGFB pourrait affecter 





MAP kinases dans les cellules intestinales épithéliales. Il est aussi possible que la 
capacité de transactivation de C/EBPB et C/EBPô est modulée par des voies de 
phosphorylation stimulées par le TGFB. En effet, le TGFB peut affecter l'activité 
transcriptionnelle de cenains facteurs de transcription par la stimulation de voies de 
signalisation. Par exemple, la stimulation de p42/p44 par le TGFB active les TCFs 
(comme Elkl) et API successivement (Hansough et Mulder, 1995). Il est intéressant de 
constater que C/EBPB peut être phosphorylé sur des résidus sérine et thréonine par 
plusieurs kinases comme p38, p42/p44, PKA, PKC, et CaM kinase (Wegner et al., 1992; 
Nakajima et al., 1993; Trautwein et al., 1994). C/EBPô est phosphorylé sur des résidus 
tyrosine, ou sérine/thréonine (Ray et Ray, l 994a). Les différentes modifications post-
traductionnelles peuvent affecter positivement ou négativement la capacité de liaison à 
l' ADN ou la transactivation des C/EBPs (Ray et Ray, 1994b; Lee et al., 1996). On 
pourrait supposer que le TGFB, en stimulant différentes voies de signalisation, entraîne 
des modifications post-traductionnelles des C/EBPs. En plus d'une action directe des 
kinases sur la liaison à l' ADN et la transactivation de C/EBPB et peut-être C/EBPô, des 
modifications des interactions entre les C/EBPs et d'autres facteurs de transcription 
pourraient survenir. Par exemple, plusieurs évidences montrent que des interactions entre 
les C/EBPs et d'autres facteurs de transcription tels que NF-KB et Spi peuvent entraîner 
des effets additionnels ou synergiques sur l'expression des gènes APPs (Vietor et al., 
1996; Matsusaka et al., 1993; Lee et al., 1996). Les interactions entre C/EBPB et le co-
activateur transcriptionnel p300/CBP mènent à une activité transcriptionnelle synergique 
(Mink et al., 1997). La phosphorylation pourrait modifier les propriétés d'interaction des 





transcription sont très peu connues. Le rôle du TGFB dans la transactivation dépendant de 
C/EBPB et C/EBPô reste à élucider. 
3. SMAD3 POURRAIT ÊTRE IMPLIQUÉ DANS LE PROCESSUS 
D'ATTÉNUATION DE L'EXPRESSION DE L'HAPTOGLOBINE PAR LE 
TGFB 
Nous avons montré que le TGFB induit Smadl et Smad3, mais non Smad2 dans les 
cellules intestinales épithéliales. Smad3 atténue l'activité transcriptionnelle du promoteur 
de l'haptoglobine induit par les C/EBPs (Figure 13). Les Smads sont des facteurs de 
transcription cytoplasmiques qui sont phosphorylés directement par le récepteur activé du 
TGFl3 (Baker et Hartland, 1996; Massagué, 1998). Suite à cette phosphorylation, Smad2 
et Smad3 forment indépendamment un complexe avec Smad4. Ce complexe est 
transporté au noyau et lie une séquence spécifique dans les promoteurs des gènes cibles 
(Dennler et al., 1998). Alors que BMP induit Smadl, TGFB induit Smad3. Par contre, le 
TGFB et le BMP peuvent induire la phosphorylation de Smadl endogène dans les cellules 
CCL64 (Liu et al., 1996) et dans les cellules IEC-6 (Yue et al., 1999a). Le TGFB peut 
régulariser la fonction de Smadl dans les cellules épithéliales IEC-6 et les voies 
Ras/MEK sont requises dans ce processus (Liu et al., 1998; Yue et al., 1999a, 1999b). 
Nous montrons pour la première fois que le TGFB induit à la fois Smadl et Smad3 dans 
les cellules IEC-6. D'autre part, plusieurs évidences montrent que Smad3 ou Smad2 
pourraient interagir avec d'autres facteurs de transcription tels que FASTl ou FAST2 





ou un complexe transcriptionnel répressif en s •associant au TGIF (TGFB inhibitory 
factor) (Wotton et al., 1999). D'autres interactions sont aussi reconnues. Par exemple, 
Smad3 diminue l'expression de plusieurs gènes comme la collagénase en empêchant la 
liaison du facteur de transcription AP-1 (Squelching) (YingLing et al., 1997). Dans un 
autre contexte, des interactions entre AP-1 et les Smads sont nécessaires à l'activation du 
promoteur de c-jun (Wong et al., 1999). Nos observations ne peuvent exclure que le 
complexe Smad3 interagit ou co-opère avec d'autres facteurs de transcription dans le 
processus d'atténuation de l'expression de l'haptoglobine par le TGF6. Le promoteur de 
l 'haptoglobine ne lie pas les Smads (non montré). Smad3 pourrait interagir avec les 
C/EBPs en inhibant la liaison de ces protéines à I' ADN ou leur capacité de 
transactivation. Smad3 pourrait avoir un effet indirect en interagissant avec d'autres 
facteurs de transcription liant le promoteur de l'haptoglobine. ou en interagissant avec 
des co-activateurs importants pour l'induction de l'haptoglobine par les C/EBPs. Nos 
résultats ne permettent pas de choisir entre ces hypothèses, et cela reste à confirmer dans 
nos travaux futurs. D'autre part, l'activation des MAP kinases p42/p44 par le TGFB peut 
être nécessaire à la translocation des Smads. Certaines études semblent démontrer que la 
transformation par des oncogènes comme ras, qui affectent la voie des MAP kinases 
impliquées dans la phosphorylation de Smad2 et Smad3, inhibent la translocation de 
Smad2 et Smad3 au noyau (Kretzschmar et al., 1999). Des expériences supplémentaires 
seraient nécessaires afin de déterminer si l'induction des MAP kinases par le TGF6 






V. CONCLUSION ET PERSPECTIVE 
Nous montrons que le gène haptoglobine est induit par la dexaméthasone. Le TGFB 
atténue l'expression de l'haptoglobine induite par la dexaméthasone. Les facteurs de 
transcription C/EBPB et C/EBPô sont impliqués dans la réponse secondaire aux 
glucocorticoïdes. Le TGFB réduit l'expression des C/EBPs et atténue aussi indirectement 
l'expression des gènes APPs. Les isoformes C/EBPs jouent donc un rôle important dans 
la régulation des gènes APPs dans l'épithélium intestinal puisque les facteurs de 
transcription C/EBPB et C/EBPô sont impliqués à la fois dans l'induction par les 
glucocorticoïdes et dans l'atténuation par le TGFB de l'expression de l'haptoglobine. Nos 
observations suggèrent aussi un mécanisme potentiel de l'activité anti-inflammatoire du 
TGFB dans les cellules épithéliales intestinales. 
Les mécanismes moléculaires d'action du TGFB sur la régulation de l'expression des 
gènes APPs lors de la réponse inflammatoire sont encore très peu connus. Plusieurs 
évidences montrent que le TGFB peut réguler l'expression des gènes cibles en agissant 
indirectement sur différentes classes de facteurs de transcription comme APl et CREB 
(Kerr et al., 1990). Nous montrons que les C/EBPs forment une nouvelle classe de 
facteurs de transcription impliqués dans la transduction de la signalisation contrôlée par 





Nos résultats suggèrent aussi que les MAP kinases p42/p44 sont requises pour atténuer 
l'expression de l'haptoglobine par le TGFB dans les cellules intestinales épithéliales, et 
que la voie impliquant ras pourrait être utilisée. Le TGFB pourrait atténuer l'expression 
de ce gène indirectement en réprimant les isoformes C/EBPs ou directement, par 
l'intermédiaire de Smad3. De plus, les MAP kinases p42/p44 sont impliquées dans une 
voie de signalisation initiée par le TGFB et entraînant une atténuation de l'expression du 
gène haptoglobine. 
Pour déterminer les voies impliquées dans la signalisation par le TGFB, nous pouvons 
utiliser des approches de transfection transitoire avec dominant négatif ou positif des 
kinases. De plus, comme les C/EBPs sont impliqués dans l'atténuation de l'expression de 
l'haptoglobine par le TGFB, nous pourrions vérifier l'effet du PD98059 sur les ARNm 
des C/EBPs en réponse au TGFB et aux glucocorticoïdes. La possibilité d'interactions 
entre les facteurs de transcription C/EBPs et les Smads pourrait aussi être évaluée. Des 
approches de co-immunoprécipitation en utilisant des anticorps spécifiques contre les 
protéines étudiées pourraient être utilisées. D'autre part, nous pouvons vérifier l'effet du 
TGFB et de certaines kinases sur la transactivation des C/EBPs. Pour déterminer cette 
régulation par le TGFB, une approche intéressante pourrait être l'utilisation de protéines 
telles que la protéine Ga14 fusionnée aux mutants de délétion des protéines C/EBPs. Les 
régions de transactivation pourraient être identifiées par transfection transitoire avec 
différents dominant négatif ou dominant positif des MAP kinases. Ces études futures 
nous permettront de mieux comprendre les mécanismes de régulation des C/EBPs en 
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